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Solid supports for analytical measurement methods, their produc- 
tion and their use 

5 The invention relates to solid supports for analytical measure- 
ment methods which are essentially composed of an inert solid 
support material on which hydrophilic measurement zones which may 
be provided with a surface loading are separated from one another 
by at least one hydrophobic coating, where the number of measure- 

10 ment points applied per cm 2 of the support is greater than or 
equal to 10. The invention furthermore relates to a process for 
producingr the supports/ and to the use of the supports in diag- 
nostic methods, in research looking for active substances, in 
combinatorial chemistry, in crop protection, in toxicology or in 

15 nvironmental protection. 

A main task of research looking for active substances in crop 
protection or in medicine is to identify novel lead structures 
and to develop active substances derived from these structures. 

20 

In classical research looking for active substances, the biologi- 
cal effect of novel compounds has been tested in random screening 
on the whole organism, for example the plant or the microorgan- 
ism. Employed for this purpose were complex in vitro and in vivo 
25 test methods with which only a few hundred substances could be 
tested each year. 

In this case the biological testing was the limiting factor with 
respect to the synthetic chemistry. 

30 

The provision of molecular test systems by molecular and cell 
biology has led to a drastic change in the situation. These mo- 
lecular test systems, such as receptor binding assays, enzyme as- 
says or cell-cell interaction assays, can, as a rule, readily be 

35 carried out in microtiter plates in reaction volumes of from 50 
to 250 pi and can easily be automated. Automation and miniaturiza- 
tion of these test systems permits the sample throughput to be 
high. This development makes it possible to test large numbers of 
different chemicals for possible use as lead structure in re- 

40 search looking for active substances. 

A modern automated test system allows 100,000 or more chemicals 
to be tested for their biological effect each year in mass 
screening. Microtiter plate assays are very often used because, 
45 as a rule, they entail low costs, are very reliable and have 
little susceptibility to faults. 
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In order to be able fully to exploit tho efficiency of these test 
systems, novel solid-phase syntheses have been and are still be- 
ing developed in combinatorial chemistry, 

5 Combinatorial chemistry makes it possible to synthesize a wide 
variety of different chemical compounds , called substance li- 
braries. This is particularly true when combinatorial chemistry 
makes use of automated solid-phase synthesis (see, for example, 
review articles I. [sic] Med. Chem. 37 (1994) 1233 and 1385). 
10 Solid-phase synthesis has the advantage that a large number of 
compounds can be synthesized, and that by-products and excess 
reactants can easily be removed, so that elaborate purification 
of the products is unnecessary. 

15 The large number of synthesized compounds in combinatorial chem- 
istry means that the efficiency of modern automated test systems 
can be fully exploited with regard to chemical diversity. Since, 
however, in contrast to classical active substance synthesis, the 
chemicals to be investigated are not available in any desired 

20 amount on synthesis by means of combinatorial chemistry, only a 
restricted number of test systems can be examined because of the 
amounts of chemicals required in the test systems. 

Another disadvantage of present test systems, for example in re- 
25 search looking for active substances, in diagnostic methods, in 
environmental protection or crop protection, is that the reagents 
required for many test systems, such as enzymes, antibodies, re- 
ceptors, fluorescent dyes, radioactively or otherwise labeled li- 
gands, cytokines, activators, inhibitors or other reagents, are 
30 costly, difficult to prepare and/or not available in a quantity 
sufficient for the automated tests. 



DE-A 44 35 727 describes an approach! for reducing the reagents 
required for a test. 

35 

The disadvantage of this process is that the support for the mea- 
surements must first be produced in an elaborate multistage pro- 
cess. 

40 Another disadvantage is that the reactions which can be carried 
out with this support material are confined to reactions linked 
to solid phases, such as reactant binding between antibodies, an- 
tigens, haptens or nucleic acids. It is not possible with this 
method to carry out reactions in solution. 

45 
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It is an object of the present invention - t.o develop a novel ana- 
lytical measurement method which can be carried out without the 
stated disadvantages and provide it for research looking for ac- 
tive substances, diagnostic methods, environmental protection, 
5 crop protection, toxicology or combinatorial chemistry. 

We have found that this object is achieved by using the solid 
support described at the outset for the measurement method. 

10 It has been found that the surface tension which hinders further 
miniaturization of the present microtiter plate technique to ever 
smaller reaction cavities (= wells), because thereby forces such 
as adhesion of the reaction liquid to the surface of the micro- 
titer plates or the capillary forces are of increasing impor- 

15 tance, and thus make it impossible to fill the reaction cavities 
and thus carry out a measurement, in very small microtiter plate 
wells, can be utilized advantageously for the supports according 
to the invention. 

20 Hydrophilic measurement zones on the support mean areas on the 
support on which or in which the measurement is carried out after 
application of the reaction liquid and thus of the reactants (see 
number 2 in Figures 1, 3 and 4). They thus correspond to the 
wells in microtiter plates and are referred to hereinafter as 

25 "measurement zones or measurement points". 

The hydrophilic measurement zones on the support are advanta- 
geously surrounded by a hydrophobic zone (see number 1 in Figures 
1 to 4). This hydrophobic zone can be composed of at least one 
30 hydrophobic coating which covers the support completely or only 
partly with discontinuities. These discontinuities (see number 5 
in Figures 1 to 4) are advantageously hydrophilic. 

Figures 1 to 4 serve to illustrate the supports according to the 
35 invention by way of example. 

The measurement zones, and the hydrophobic zones which separate 
them from one another (see number 1 in Figures 1 to 4), can be 
applied, for example, by microlithography , photoetching, micro- 

40 printing or a micropunch technique or can be sprayed on using a 
mask technique. Photochemical processes which can be used to make 
th surfaces of plates or rolls specifically hydrophobic at par- 
ticular points and hydrophilic at other points are known from the 
techniques for producing printing plates. It is possible with 

45 this technique to produce, for example, a grid of several thou- 
sand reaularlv arranaed hvdroohilic measurement zones (see number 
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number 1 in Figures 1 to 4), in a simple manner on a support, eg. 
on a glass or metal plate. This may entail firstly one or more 
hydrophobic coatings being applied to the support, and subse- 
quently the measurement zones being applied to the required 
5 points or, conversely, initially the hydrophilic measurement 

zones and then the hydrophobic zones, or both simultaneously, be- 
ing applied. It is also possible to apply a plurality of hydro- 
philic measurement zones to the same point. 

10 Figure 2 depicts by way of example a support according to the in- 
vention having the size of a microtiter plate. 

The measurement zones can have any desired shape, with circular 
measurement zones being preferred. 

15 

The hydrophobic coating or coatings may be applied coherently to 
the support or else be provided with discontinuities of any d - 
sign. They may also be in the form of separate zones around the 
measurement zones, with hydrophobic rings separating the hydro- 
20 philic measurement zones from one another being preferred. 

The hydrophobic coating or coatings are intended to prevent the 
measurement zones spreading into one another and thus to make ac- 
curate measurement of individual reaction mixtures possible. 

25 

It is possible in principle to apply any desired number of mea- 
surement points onto a support, but the number of measurement 
points per cm 2 is preferably greater than or equal to 10, particu- 
larly preferably greater than or equal to 15 and very particu- 
30 larly preferably greater than or equal to 20. Moreover, the reac- 
tion volumes applied are from a few nl up to some jil, with volumes 
of less than 5 \il being preferred, and of less than or e ^ual to 
1 nl being particularly preferred. 

35 The measurement points can be applied in any desired grids to the 
support, and square or rectangular grids are preferred. 

The inert solid support may consist of a level, planar plate of a 
block of the same type or of a sheet of any desired shape and 

40 siz , which may have small depressions (see Figure 4) at the mea- 
surement zone points, with flat supports (see Figure 3) being 
preferred. Rectangular or squar supports are preferred, and 
rectangular supports with the size of a standard microtiter plate 
(127.5 mm x 85.5 mm) or integral multiples of microtiter plates, 

45 which can be larger or smaller, for example the Terasaki plates 
(81 mm x 56 mm, 60 measurement points), are particularly pre- 
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vontiun has the advant aijf? that all Mit? f >cn i phiM a 1 s of ,mtom.it<*(J 
microtiter plate technology can be used without alteration. 

The support may consist, for example, of materials such as glass, 
5 ceramic, quartz, metal, stone, wood* plastic, rubber, silicon, 
germanium or porcelain. The materials can be used in pure form, 
as mixtures, alloys or blends or in various layers or after coat- 
ing with, for example, a plastic or a paint for producing the 
supports according to the invention. Transparent supports made of 
10 quartz, glass, plastic, germanium or silicon, which are suitable 
for all visual tests such as microscopic, camera-assisted and 
laser-assisted tests, are preferably produced. 

Suitable transparent plastics are all amorphous plastic materials 
15 which [lacuna] in a single-phase or multiphase manner with iden- 
tical refractive index as polymers of acrylonitrile/butadiene/ 
styrene or in a multiphase manner with different refractive in- 
dex, in which the domains of the plastic components form zones 
which are smaller than the wavelength of light, such as the block 
20 copolymers of polystyrene and butadiene (polystyrene/butadiene 
blends ) . 

Particularly suitable transparent plastics which may be mentioned 
in this connection are polystyrene, styrene/acrylonitrile, poly- 

25 propylene, polycarbonate , PVC (= polyvinyl chloride), poly(methyl 
methacrylate) , polyesters, silicones, polyethylene/acrylate, 
polylactide or cellulose acetate, cellulose propionate, cellulose 
butyrate or mixtures thereof. Silicon or germanium supports are 
particularly suitable for applications in which detection or in- 

30 ductibn of the reaction using near infrared light is necessary. 

The support according to the invention may also be designed in 
the form of a conveyor belt which, when the assays are automated, 
can move past the charging, incubation or detection stations. 

35 

One process for producing the supports according to the invention 
starts, for example, from ceramic, quartz or glass plates. The 
support is for this purpose expediently first cleaned with a 
cleaner, for example an alcohol, an alkaline cleaner or an acidic 

40 cl aner such as Reacalc® (which contains, according to th sup- 
plier Chemotec GmbH, phosphoric acid and surfactants). The clean- 
ing can advantageously b improved by carrying it out in an 
ultrasonic bath. After cleaning, the support is dried, immedi- 
ately or after rinsing with water and/or alcohol or with an alco- 

45 hol/water mixture. The hydrophobic coating of the support takes 
place, for example, with a 1 % strength hexadecyltrimethoxysilane 
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t fchru cjiir* . The* punch is briefly pi i*sm»m] on I hr «|1.imh :»l nl*' i«» 
"apply the 1 % strength hexadecy 1 tr imethoxvs i lane solution. Thu 
support is subsequently dried. The glass support is advantageous- 
ly dried at elevated temperatures/ ie. above 80°C. The support is 
5 preferably rinsed once again after drying to remove excess hexa- 
decyltrimethoxysilane, for example with an alcohol /water mixture 
such as isopropanol/H 2 0 (9:1). 

This punch technique may be used to apply an additional surface 
10 loading in the region of the hydrophilic measurement points. This 
surface loading can be generated, for example, by applying pro- 
teins, acidic or basic polymers such as polylysine or acidic or 
basic molecules. 

15 Methods suitable for applying sample material and reagents are 
all those able to meter amounts of liquid from a few nl to a few 
\xl, such as techniques used in ink jet printers (see DE-A 
40 24 544) or in flow cytometry, in cell sorters (Horan, P.K., 
Wheeless, L.L., Quantitative Single Analysis and Sorting,, Science 

20 198 (1977) 149-157). Drop formation can in this case take place 
by piezoelectric drop formation (ultrasound), piezoelectric drop 
ejection or ejection by evaporation (ink jet technique). It is 
possible to use systems with permanent drop production or systems 
which produce drops on demand. 

25 

These techniques can be used to place individual droplets in an 
accurately metered and targeted manner on the individual hydro- 
philic measurement points of the multianalysis surface of the 
support by, for example, moving the support under one or more 

30 nozzles, which are arranged in parallel, in accordance with the 
rhythm of the metered liquid and in accordance with the preset 
grid. It is also possible likewise to move the metering device, 
for example consisting of at least one nozzle, over the support 
in accordance with the rhythm of the metered liquid and in accor- 

35 dance with the preset grid. 

It is possible with these techniques if necessary to place dif- 
ferent reagents and/or individual cells on th predetermin d 
sites (measurement points) on the support surface and bring about 

40 reaction thereof. It is advantageous that, with the small volumes 
preferred according to the invention, in the range from a f w 
nanoliters to a few microliters, mixing of the reactants by dif- 
fusion takes place very quickly so that no special mechanical 
mixing device is necessary. It is also possible, before the addi- 

45 tion of liquid droplets for carrying out the actual analysis, for 
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the support in adsorbed or chemically bound form betoie meter inq 
in the measurement samples and the reagents. 

Further advantages of the supports according to the invention are 
5 the saving of substances such as chemicals to be tested, enzymes, 
cells or other reactants, of time through a further increase in 
parallel reaction mixtures, which are automated where appropri- 
ate, of space and staff requirements, due to further miniaturiza- 
tion of the reaction mixtures and thus finally also of money. 

10 

The droplets placed on the supports may also be applied in the 
form of gel droplets which subsequently solidify where appropri- 
ate and thus reduce evaporation of the reaction liquid* 

15 Evaporation of the reaction liquid (see number 3 in Figures 3 and 
4) can also be reduced by coating with a hydrophobic liquid (see 
number 4 in Figures 3 and 4), in which case the hydrophobic coat- 
ing or coatings act like an anchor (Figure 3 and 4). 
Low-viscosity oils such as silicone oils are preferably used for 

20 the coating. 

Evaporation can also be reduced by incubating the supports in an 
atmosphere which is virtually saturated with water vapor. 

25 Reduction in evaporation is likewise possible by cooling the sup- 
ports. 

Evaporation can be reduced by using single elements of those men- 
tioned or combinations thereof. 

30 

The supports according to the invention are suitable in principle 

for .all. analytical methods now carried out in microtiter plates, 

such as color imetric, fluorimetric or densitometric methods. It 
is possible in these cases to use and measure light scattering, 
35 turbidity , wavelength-dependent light absorption, fluorescence, 
luminescence, raman scattering, ATR (= Attenuated Total Reflec- 
tion), radioactivity, isotope labeling, pH shifts or ion shifts, 
advantageously alone or in combination, to mention only a few of 
the possible measured quantities here. 

40 

Analytical methods which can be carried out on the supports ac- 
cording to the invention and which may be mentioned here are the 
binding of antibodies to antigens, the interaction between recep- 
tors and ligands, the specific cleavage of substrate molecules by 
45 enzymes, the polymerase chain reaction (PCR), agglutination tests 

or thp intpr^rtinn hptwppn rii f fprpnf r\r ir?ont-ir^l pp! 1 r vrr%<=> q e-n^h 
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assays, erythr ocyte or platclot aqqreqat ion assays, <iq<jlut. mat. ion 
assays with Latex beads, ELISA (= Enzyme-linked immunosorbent 
£.ssay) or RIA (= fiadioimmuno^ssay) . 

5 The supports according to the invention can be employed, for ex- 
ample, in diagnostic methods, in research looking for active sub- 
stances, in combinatorial chemistry, in crop protection, in tox- 
icology, in environmental protection, for example for cytotoxico- 
logical tests, in medicine or in biochemistry. 

10 

The supports according to the invention are particularly suitable 
for mass screening. 

The supports according to the invention are particularly suitable 
15 for all modern image-acquiring and image-analyzing systems. 

The following examples serve to illustrate the invention further 
without restricting it in any way. 

20 Example 1 

Production of a support according to the invention from a glass 
slide 

25 Firstly, the glass slide was cleaned with a 20 % strength aqueous 
solution of an acidic cleaner (Reacalc* supplied by Chemotec 
GmbH) in an ultrasonic immersion bath for 10 minutes. The glass 
slide was subsequently rinsed with water and then with absolute 
ethanol and dried at about 23°C. 

30 

A micropunch was used to apply the hydrophobic coating in the 
form of hydrophobic rings (see Figure 1 to 4 ) on the hydrophilic 
support. The hydrophobic layer was applied using a 1 % strength 
hexadecyltrimethoxysilane solution in isopropanol/HpO (9:1). The 

35 punch was dipped in the silane solution and then briefly, for 
about 5 sec, pressed on the support, and then the support was 
dried at 100°C for 15 minutes. Excess silan solution was removed 
from the support by immersing the support in isopropanol/H20 (9:1) 
for about 1 minute. Two types of punches were used to apply 12 

40 and 25, respectively, measurement points per square centimeter. 
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Example 2 

Protease inhibitor assay with the supports according to the in- 
5 vention 

A protease inhibitor assay was carried out using a support pro- 
duced by the process described in Example 1 . 

10 96 samples each comprising 100 nl of a solution of casein labeled 
with fluorescein isothiocyanate (20 ug/ml) in 10 mM tris/HCl buff- 
er (pH 8.5) were applied , in a chamber with a relative humidity 
exceeding 95 % using a micrometering system supplied by Micro- 
drop, Norderstedt, to a slide produced as described above. The 

15 reaction droplets were arranged in 8 rows and 12 columns in a 

2x2 mm grid in accordance with the hydrophobic zones (= barrier 
layers) applied by the punch. The width of the hydrophobic rings 
was 0.4 mm in each case. 

20 Subsequently, 1 nl of each of various protease inhibitors in a 
concentration of 1 mM in 10 mM tris/HCl buffer (pH 8.5) was added 
to the reaction samples using the Microdrop apparatus. Addition 
took place precisely into the fluorescent-labeled casein solution 
which had previously been applied. One nanoliter of 10 mM tris/ 

25 HC1 buffer (pH 8.5) was used as control. 

Finally, 10 nl of the protease trypsin in a concentration of 

10 mg/ml in tris/HCl buffer (pH 8.5) were added to the reaction. 

30 The reaction droplets were subsequently covered either with min- 
eral oil, silicone oil or liquid paraffin, which was applied us- 
ing the microdrop metering system, to reduce evaporation. 



After incubation for 30 minutes, the assay was measured. This was 
35 done using an inverted fluorescence microscope for excitation, 
from the underside of the slide, with linearly polarized light in 
the range from 450 to 485 nm and for detection of fluorescence in 
the range from 515 to 530 nm. A coolable CCD camera in front of 
which there was a polarization filter which could be rotated by a 
40 motor was used for det ction. ~ 

The anisotropy of polarization of the casein molecules was deter- 
mined using the following equations: 
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Iperp«ndicular — ^parallel 
'A = (I) 

^perpendicular + 2 X ^parallel 

5 ^perpendicular ^parallel 

A = (II) 

^perpendicular + ^parallel 

where: 

10 

A is the anisotropy 

P is the polarization 

Iparaiiei is the measured intensity of the fluorescent light on 

polarization parallel to the polarization of the ex- 
15 citing light and 

Iperpendicular is the measured intensity of the fluorescent light 
with crossed polarization filters. 

The anisotropy is a measure of the rotational diffusion coeffi- 
20 cient of molecules and can be employed to estimate the hydrody- 
namic sizes of molecules (G. Weber, Biochemie, Vol. 51, 1952, 
145-155). 

On cleavage of the protein labeled with fluorescein isothiocya- 
25 nate by the protease, a polarization in the range from 50 to 

75 x 10- 3 was measured. On inhibition of the protease trypsin, the 
measured polarization was greater than 150 x 10~ 3 . 

For parallel analysis of all 96 reaction mixtures, the complete 
30 measurement field with the 96 points was covered at one time with 
a lens of a stereo magnifier and was analyzed using an image-pro- 
cessing program. - 



Example 3 

35 

Protease inhibitor assay with 1536 parallel measurement points 

A trypsin inhibitor assay was carried out as described in Exam- 
ple 2 with 1536 parallel measurement points on the size of a 
40 microtiter plate (see Figure 2). 
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We claim: 



1. A solid support for analytical measurement methods which is 
5 essentially composed of an inert solid support material on 

which hydrophilic measurement zones which may be provided 
with a surface loading are separated from one another by at 
least one hydrophobic coating, where the number of measure- 
ment points applied per cm 2 of the support is greater than or 
10 equal to 10. 

2. A solid support as claimed in claim 1, wherein the hydro- 
philic measurement zones are separated from one another by at 
least one continuous hydrophobic coating. 

15 

3. A solid support as claimed in claim 1, wherein the hydro- 
philic measurement zones applied to the support are separated 
from one another by non-continuous hydrophobic zones* 

20 4. A support as claimed in any of claims 1 to 3, wherein the 
support material used is glass, ceramic, quartz, metal, 
stone, plastic, rubber, silicon or porcelain. 

5. A support as claimed in any of claims 1 to 4, wherein a 
25 transparent support material selected from the group of 

glass, quartz, silicon or plastic is used. 

6. A process for producing a support as claimed in any of claims 
1 to 5, which comprises providing the support with at least 

30 one hydrophobic coating, and applying the hydrophilic 

measurement zones by microlithography, photoetching, micro- 
printing or a micropunch technique. 



7. A process for producing a support as claimed in any of claims 
35 1 to 5, which comprises providing a hydrophilic or hydro- 

philized support with at least one hydrophobic coating by 
microlithography, photoetching, microprinting or a micropunch 
technique so as to produce hydrophilic measurement zones 
which are separated from one another. 

40 

8. A process for producing a support as claimed in claim 6 or 7, 
wherein a surface loading is additionally applied in the hy- 
drophilic measurement zones on the support. 

45 9. An analytical measurement method which comprises liquid 

analysis samples which may, where appropriate, be covered 
with a hydrophobic layer beina aDolied and analvzed in t-.hp 
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hydrophilic measurement zones on a support as claimed in any 
of claims 1 to 5. 

An analytical measurement method as claimed in claim 9, 
wherein the analytical measurement is carried out in an at- 
mosphere which is virtually saturated with water vapor. 

An analytical measurement method as claimed in claim 9 or 10, 
wherein the analytical measurement is carried out while cool- 
ing the support. 

The use of a support as claimed in any of claims 1 to 5 in 
diagnostic methods , in research looking for active sub- 
stances, in combinatorial chemistry, in crop protection, in 
toxicology or in environmental protection. 



Solid supports for analytical measurement methods, their produc- 
tion and their use 

5 Abstract 

The invention relates to solid supports for analytical measure- 
ment methods which are essentially composed of an inert solid 
support material on which hydrophilic measurement zones, separ- 

10 ated from one another by a hydrophobic coating, where at least 10 
measurement points are applied to the support per cm 2 . The inven- 
tion furthermore relates to a process for producing the supports, 
and to the use of the supports in diagnostic methods, in research 
looking for active substances, in combinatorial chemistry, in 

15 crop protection, in toxicology or in environmental protection. 
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' We claim: 

1. A solid support for analytical measurement methods which is 
5 essentially composed of an inert solid support material on 

which hydrophilic measurement zones which may be provided 
with a surface loading are separated from one another by at 
least one non-continuous hydrophobic coating, where the 
number of measurement points applied per cm 2 of the support 
10 is greater than or equal to 10. 

A solid support as claimed in claim 1, wherein the hydro- 
philic measurement zones applied to the support are separated 
from one another by non-continuous hydrophobic zones in the 
form of rings. 

A support as claimed in claim 1 or 2, wherein the support ma- 
terial used is glass , ceramic , quartz, metal, stone, plastic, 
rubber/ silicon or porcelain. 

A support as claimed in any of claims 1 to 3, wherein a 
transparent support material selected from the group of 
glass, quartz, silicon or plastic is used. 

An analytical measurement method which comprises applying 
liquid analysis samples in the hydrophilic measurement zones 
of n support as claimed in any of claims 1 to 4, overlaying 
the hydrophilic measurement zones with a hydrophobic liquid 
and performing the analysis. 

An analytical measurement method as claimed in claim 5, 
wherein the analytical measurement is carried out in an at- 
mosphere which is virtually saturated with water vapor. 

35 11. [sic J An analytical measurement method as claimed in claim 5 
or 6, wherein the analytical measurement is carried out while 
cooling the support. 

[sic] The use of a support as claimed in any of claims 1 to 4 
in diagnostic methods, in research looking for active sub- 
stances, in combinatorial chemistry, in crop protection, in 
toxicology or in environmental protection. 
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(57) Abstract 

The invention concerns solid supports 
(5) for analytical measuring processes, said 
supports being substantially composed of 
an inert solid carrier material on which 
hydrophilic measurement regions (2) are 
separated from one another by a hydrophobic 
coating (1), at least ten measuring points 
per cm 2 being applied to the support. The 
invention further concerns a process for 
preparing these supports, and their use in the 
fields of diagnosis, active substance screening, 
combinatorial chemistry, plant protection, 
toxicology and environmental protection. 

(57) ZusamrnenCassung 

Die Erfindung betrifft feste Trager 
(5) fur analytische Messverfahren. die im 
wesemlichen aufgebaut sind aus einem inerten 
festen Tragermaterial, auf dem hydropbile 
Messbereiche (2) durch eine hydrophobe 

Beschichtung (1) ^^"^J^^ Trager aufgebracht sind. Weiterhin betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Herstellung 
^S«^rC de^DiagnoV in der WirUstoffsuchforschung, in der Icombinatorischen Chem.e, un 
Pflanzenschutz, in der Toxikologie oder im Umweltschutzbereich. 
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Feste Trager fur analytische MeSverf ahren, ein verfahren zu ihrer 
Herstellung sowie ihre Verwendung 

5 Beschreibung 

Die Erfindung betrifft feste Trager fur analytische Mefiverf ahren, 
die im wesentlichen aufgebaut sind aus einem inerten festen 
Tragermaterial, auf dem hydrophile MeBbereiche, die gegebenen- 

10 falls mit einer Oberf lachenladung versehen sind, durch mindestens 
eine hydrophobe Beschichtung voneinander getrennt sind, wobei auf 
dem Trager grofler oder gleich 10 MeBpunkte pro cm 2 aufgebracht 
sind. Weiterhin betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Herstel- 
lung der Trager, sowie die Verwendung der Trager in der Diagno- 

15 stile, in der Wirkstof f suchf orschung, in der kombinatorischen 
Chemie, im Pf lanzenschutz , in der Toxikologie oder im Umwelt- 
schutzbereich- 

Eine Hauptaufgabe der Wirkstof f suchf orschung im Pf lanzenschutz 
20 Oder in der Medizin ist die Identif izierung neuer Leitstrukturen 
und die Entwicklung von Wirkstof fen, die aus diesen Strukturen 
hervorgehen . 

In der klassischen Wirkstof f suchf orschung wurde die biologische 
25 Wirkung neuer Verbindungen in einem Zuf alls -Screening am ganzen 
Organismus beispielsweise der Pflanze oder dem Mikroorganismus 
getestet. Dabei wurden komplexe In- vitro- und In- vivo -Tes tine tho- 
den eingesetzt, mit denen pro Jahr nur einige hundert Substanzen 
getestet werden konnten. 

30 

Die biologische Testung war dabei gegenuber der Syn these chemie 
der limitierende Faktor. 

Durch die Bereitstellung molekularer Testsysteme, die in der 
35 Molekular- und Zellbiologie entwickelt wurden, hat sich die 

Situation drastisch verandert. Diese molekularen Testsysteme wie 
beispielsweise Rezeptorbindungsassays, Enzymassays Oder Zell- 
Zellinteraktionsassays lassen sich in der Regel gut in Mikro- 
titerplatten in Reaktionsvo lumen zwischen 50 bis 250 ul durch- 
40 fuhren und einfach automatisieren. Die Automatisierung und-Minia- 
turisierung dieser Testsysteme ermdglicht einen hohen Proben- 
durchsatz. Durch diese Entwicklung lassen sich grofle Zahlen 
verschiedener Chemikalien auf eine mogliche Verwendung als 
Leitstruktur in der Wirkstof f suchf orschung testen. 

45 
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Ein modernes automatisiertes Testsystem erm6glicht in einem 
Massenscreening die Prufung von 100,000 und mehr Chemikalien pro 
Jahr auf ihre biologische Wirkung. Mikrotiterplattenassays werden 
sehr haufig verwendet, da sie in der Kegel geringe Kosten verur- 
5 sachen, sehr sicher und wenig storanfallig sind. 

Urn die Leistungsf ahigkeit dieser Testsysteme voll ausschopfen zu 
k6nnen, wurden und werden iramer neue Festphasensynthesen in der 
kombinatorischen Chemie entwickelt. 

10 

Die kombinatorische Chemie erm6glicht die Synthese einer breiten 
Vielfalt unterschiedlicher chemischer Verbindungen, sogenannter 
Substanzbibliotheken. Dies gilt insbesondere , wenn sich die 
kombinatorische Chemie der automatisierten Festphasensynthese 

15 bedient (s. z.B. Ubersichtsartikel I. Med. Chem. 1994, 37, 1233 
und 1994, 37, 1385). Die Synthese an der Festphase hat den 
Vorteil, daB eine groBe Vielzahl an Verbindungen synthetisiert 
werden konnen und daB Nebenprodukte und uberschussige Reaktanten 
leicht entfernt werden konnen, so daB eine aufwendige Reinigung 

20 der Produkte nicht notwendig ist. 

Durch die Vielzahl der synthetisierten Verbindungen in der kombi - 
natorischen Chemie kann die Leistungsf ahigkeit moderner automati- 
sierter Testsysteme von Seite der Chemikalienvielf alt voll ausge- 

25 nutzt werden. Da aber im Gegensatz zur klassischen wirkstoff syn- 
these die zu untersuchenden Cheraikalien bei der Synthese mittels 
kombinatorischer Chemie nicht in beliebiger Menge zur Verfugung 
stehen, kann aufgrund der erf order lichen Chemikalienmengen in den 
Testsystemen nur eine eingeschrankte Zahl von Testsystemen 

30 gepruf t werden. 

Ein weiterer Nachteil der vorhandenen Testsysteme beispielsweise 
in der Wirks tof f suchf orschung , in der Diagnostik, im Umweltschutz 
Oder Pf lanzenschutz ist, daB fur viele Testsysteme die benotigten 
35 Reagentien wie beispielsweise Enzyme, Antikdrper, Rezeptoren, 
Fluoreszenzf arbstoff e, radioaktiv oder sonstig markierte I/igan- 
den, Cytokine, Aktivatoren, Inhibitoren oder sonstige Reagentien 
teuer, schwer herstellbar sind und/oder nicht in ausreichender 
Menge fur die automatisierten Tests zur Verfugung stehen. 

40 

In DE-A 44 35 727 wird ein Ansatz zur Reduktion der fur einen 
Test bendtigten Reagentien beschrieben. 

Nachteil dieses verfahrens ist, dafi der Trager fur die Messungen 
45 erst aufwendig in einem mehrstufigen Verfahren hergestellt werden 
muB. 
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Ein weiterer Nachteil ist, dafl die Reaktionen, die rait diesem 
Tragermaterial durchgefiihrt werden konnen, auf f estphasengebun- 
dene Reaktionen wie die Reaktantenbindung 2wischen Antikdrpern, 
Antigenen, Haptenen Oder Nucleinsauren beschrankt sind. Reak- 
5 tionen in L&sung konnen mit dieser Methode nicht durchgefiihrt 
werden. 

Es bestand daher die Aufgabe, ein neues analytisches MeBverfah- 
ren, das ohne die genannten Nachteile durchfuhrbar ist, zu ent- 
10 wickeln und fur die Wirkstof f suchforschung, die Diagnostik, den 
Umweltschutz, den Pf lanzenschutz, der Toxikologie oder fur die 
kombinatorische Chemie zur Verfiigung zu stellen. 

Die ge&tellte Aufgabe konnte dadurch geldst werden, da6 man den 
15 eingangs beschriebenen festen Trager fur das MeSverfahren 
verwendet. 

ES wurde gefunden, daB die Oberf lachenspannung, die einer wei- 
teren Miniaturisierung der vorhandenen Mikrotiterplattentechnik 

20 zu immer kleineren Reaktionslochern (= Wells) hin im Wege steht. 
da durch sie in sehr kleinen Mikrotiterplattenvertief ungen Kraf te 
wie die Adhasion der Reaktionsf lussigkeit an die Oberflache der 
Mikrotiterplatten Oder die Kapillarkraf te eine immer grdfiere 
Rolle spielen und so eine Befullung der Reaktionsldcher und damit 

25 eine Messung unm6glich machen, fur die erf indungsgemaBen Trager 
vorteilhaft genutzt werden kann. 

Unter hydrophilen MeBbereichen des Tragers sind Gebiete des Tr&- 
gers zu verstehen. auf denen bzw. in denen nach Aufbringung der 
30 Reaktionsf lussigkeit und damit der Reaktanten die Messung durch- 
gefuhrt wird (siehe Nummer 2 in den Figuren 1, 3 und 4). Sie ent- 
sprechen damit den -Wells" bzw. den Vertiefungen der Mikrotiter- 
platten und werden nachstehend als -MeBbereiche oder MeBpunkte- 
bezeichnet . 



s 4) 



35 

Die hydrophilen MeBbereiche des Tragers sind vorteilhaft von 
einera hydrophoben Bereich (siehe Nummer 1 in den Figuren 1 bi 
umgeben. Dieser hydrophobe Bereich kann aus mindestens einer 
hydrophoben Beschichtung aufgebaut sein, die den Trager vollstan- 
40 dig oder nur teilweise mit Unterbrechungen bedeckt. Diese Unter- 
brechungen (siehe Nummer 5 in den Figuren 1 bis 4) sind vorteil- 
hafterweise hydrophil. 

Die Figuren 1 bis 4 dienen der beispielhaf ten Verdeutlichung der 
45 erf indungsgemaBen Trager. 
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Die Meflbereiche sowie die sie voneinander trennenden hydrophoben 
Bereiche (siehe Nummer 1 in. den Figuren 1 bis 4) konnen 
beispielsweise durch Mikrolithographie- , Photoatz-, Mikrodruck- 
oder Mikrostempeltechnik aufgebracht werden Oder mit Hilfe einer 
5 Maskentechnik aufgespruht werden. Aus der Herstellungstechnik von 
Druckplatten sind photochemische Verfahren bekannt, mit denen 
Oberflachen von Platten oder Walzen gezielt an bestimmten Stellen 
hydrophob und an anderen Stellen hydrophil gemacht werden konnen. 
Mit dieser Technik lassen sich beispielsweise auf einfache Weise 

10 auf einem Trager, z.B. auf einer Glas- oder Metallplatte, ein 
Raster von mehreren Tausend regelmafiig angeordneten hydrophilen 
MeBbereichen (siehe Nummer 2 in den Figuren 1, 3 und 4) , umgeben 
von hydrophoben Begrenzungen (siehe Nummer 1 in den Figuren 1 bis 
4) , herstellen. Dabei kdnnen zunachst ein oder mehrere hydrophobe 

15 Beschichtungen auf den Trager aufgezogen werden und anschliefiend 
die Meflbereiche an den gewunschten Stellen aufgebracht werden 
oder umgedreht zunachst die hydrophilen Meflbereiche und dann die 
hydrophoben Bereiche oder beides gleichzeitig aufgezogen werden. 
Es konnen auch mehrfach hydrophile Meflbereiche an die gleiche 

20 Stelle aufgetragen werden. 

Figur 2 gibt beispielhaft einen erf indungsgemafien Trager in Grofle 
einer Mikrotiterplatte wieder. 

25 Die Meflbereiche kdnnen eine beliebige Form haben, bevorzugt sind 
runde Meflbereiche. 

Die hydrophobe Beschichtung Oder Beschichtungen k6nnen zusammen- 
hangend auf den Trager aufgebracht sein oder aber mit beliebig 
30 gestalteten Unterbrechungen versehen sein. Sie konnen auch als 
separate Bereiche urn die Meflbereiche liegen, bevorzugt sind 
hydrophobe Ringe, die die hydrophilen Meflbereiche voneinander 
trennen. 

35 Die hydrophobe Beschichtung bzw. Beschichtungen sollen das Ver- 
lauf en der Meflbereiche ineinander verhindern und so eine exakte 
Messung einzelner Reaktionsansatze ermdglichen. 

Prinzipiell ist es moglich, jede beliebige Anzahl von Mefipunkten 
40 auf einen Trager auf zubringen, bevorzugt sind grdfler oder gleich 
10 Meflpunkte pro cm 2 , besonders bevorzugt sind gr6Ber oder gleich 
15 Meflpunkte pro cm 2 , ganz besonders bevorzugt sind gr6fler oder 
gleich 20 Meflpunkte pro cm 2 . Dabei werden Reaktionsvolumina von 
wenigen nl bis zu einigen jil aufgetragen, bevorzugt werden Volu- 
45 mina kleiner 5 \il , besonders bevorzugt kleiner oder gleich 1 
aufgetragen. 
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Die Meflpunkte konnen in beliebigen Rastern auf den Trager aufge- 
bracht werden, bevorzugt sind quadratische Oder rechteckige 
Raster. 

5 Der inerte feste Trager kann aus einer ebenen, planaren Platte 
eines eben solchen Blockes Oder einer Folie beliebiger Form und 
Grofle bestehen, die gegebenenf alls kleine Mulden (siehe Figur 4) 
an den Stellen der MeBbereiche haben kann, bevorzugt sind plane 
TrSger (siehe Figur 3). Bevorzugt sind rechteckige oder quadrati- 

10 sche Trager, besonders bevorzugt sind rechteckige Trager in GroBe 
einer standardmikrotiterplatte (127,5 mm x 85,5 nun) oder ganz - 
zahlige vielfache der Mikrotiterplatten, die groBer oder kleiner 
sein k6nnen wie beispielsweise die sogenannten Terasaki- Plat ten 
(81 mm x 56 mm, 60 MeBpunkte) . Die bevorzugte Gr6Be der 

15 erfindungsgemaflen TrSger hat den Vorteil, daB die gesamte Peri- 
pherie der automatisierten Mikrotiterplattentechnik ohne Umbau 
verwendet werden kann. 

Der Trager kann beispielsweise aus Mater ialien bestehen wie Glas, 
20 Keramik, Quarz. Metall, Stein, Holz, Kunststoff. Gummi. Silicium. 
Germanium oder Porzellan. Die Materialien konnen in reiner Form, 
als Mischungen. Legierungen oder Blends oder in verschiedenen 
Schichten oder nach Beschichtung beispielsweise mit einem Kunst- 
stoff oder einem Lack zur Herstellung der erf indungsgemaBen Tra- 
25 ger verwendet werden. Bevorzugt werden transparente Trager aus 
Quarz. Glas, Kunststoff. Germanium oder Silicium hergestellt, die 
fur alle visuellen Tests wie mikroskopische. kameraunterstutzte. 
laserunterstutzte Tests geeignet sind. 

30 Als transparente Kunststoff e sind alle amorphen Kunststoff - 
materialien. die einphasig oder mehrphasig mit gleichen 
Brechungsindex wie Polymere aus Acrylnitril-Butadienstyrol oder 
mehrphasig mit unterschiedlichem Brechungsindex, bei denen die 
Domanen der Kunststoff komponenten Bereiche bilden. die kleiner 

35 als die Wellenlange des Lichts sind wie beispielsweise die Block- 
copolymere aus Polystyrol und Butadien (sog. Polystyrol/Butadien- 
blends) geeignet. 

Als besonders geeignete transparente Kunststoffe seien hier 
40 Polystyrol. Styrolacrylnitril. Polypropylen, Polycarbonat, PVC (- 

Polyvinylchlorid) , Polymethylmethacrylat. Polyester, Silicone. 

Polyethylenacrylat, Polylactid oder Celluloseacetat. Cellulose- 

propionat, Cellulosebutyrat oder deren Mischungen genannt. 

Silicium- oder Germaniumtrager eignen sich besonders fur Anwen- 
45 dungen, bei denen eine Detektion oder Induktion der Reaktion uber 

nahes inf rarotlicht erforderlich ist. 
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Der erf indungsgemaBe Trager kann auch in Form eines Transportban- 
des ausgefuhrt sein, das bei Automat is ierung der Assays an den 
Beschickungs - , Inkubations- oder Detektionsstationen vorbeilaufen 
kann . 

5 

Ein Verfahren zur Hers tel lung der erf indungsgemaflen Trager geht 
beispielsweise von Keramik-, Quarz- Oder Glasplatten aus. Der 
Trager wird dazu zweckmaBigerweise zunachst mit einem Reinigungs- 
mittel beispielsweise einem Alkohol, einem alkalischen Reiniger 

10 oder einem sauren Reiniger wie Reacalc® (enthalt laut Angabe der 
Firma Chemotec GmbH, Phosphorsaure und Tenside) gesaubert. Zur 
Verbesserung der Reinigung kann diese vor teilhaf terweise in einem 
Ultraschallbad vorgenommen werden. Nach der Reinigung wird der 
Trager direkt oder nach Spiilung mit Wasser und/oder Alkohol oder 

15 mit einem Alkohol/Wassergemisch getrocknet. Die hydrophobe 

Beschichtung des Tragers erfolgt beispielsweise mit einer l%igen 
Hexadecyl-trimethoxy-silanl6sung in einem Losungsmittel wie 
Isopropanol/H 2 0 (9:1) mit Hilfe einer S tempel technik. Der Stempel 
wird kurz auf den Glasobjekt trager zum Aufbringen der l%igen 

.20 Hexadecyl-trimethoxy-silanlosung gedrvickt. Anschlieflend wird der 
Trager getrocknet. Vorteilhaf terweise wird der Glastrager bei 
erhohten Tempera turen, das heiBt bei Temperaturen groBer 80 °C, 
getrocknet. Vorzugsweise wird der Trager nach Trocknung nochmals 
zur Entfemung von uberschussigem Hexadecyl- trimethoxy-silan 

25 gespult beispielsweise mit einer Alkohol/Wassermischung wie 
Isopropanol/H 2 0 (9:1) - 

Gegebenenfalls wird mit dieser Stempel technik eine zusatzliche 
Oberflachenladung im Bereich der hydrophilen MeBpunkte aufge- 
30 bracht. Diese Oberflachenladung kann beispielsweise durch das 
Aufbringen von Proteinen, sauren oder basischen Polymeren wie 
Polylysin oder . sauren oder basischen Molekulen erzeugt werden. 

Zum Aufbringen von Probenmaterial und Reagenzien eignen sich alle 
35 Methoden, die Flussigkeitsmengen zwischen wenigen nl und wenigen 
111 dosieren konnen, wie beispielsweise Techniken, die in Tinten- 
strahldruckern, sogenannte Ink- Jet -Techno log ie (siehe 
DE-A 40 24 544) oder in der Durchf luB-Zytometrie, in sogenannten 
Zellsortern (Horan. P.K., Wheeless, Quantitative Single 

40 Analysis and Sorting, Science 1977, 198. 149 - 157) verwendet 
werden. Die Tropf enbildung kann dabei mit piezoelektrischer 
Zertropfung <U1 traschall ) , piezoelektrischer Tropf enausschleude- 
rung oder Aus schleude rung durch Verdampfung (ink- Jet -Technik) 
erfolgen. Es k6nnen Systeme mit permanenter Tropf enerzeugung oder 
45 Systeme, die Tropfen auf Anforderung erzeugen. verwendet werden. 
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Mit diesen Techniken kdnnen einzelne Tropfchen exakt dosiert und 
gezielt auf die einzelnen hydrophilen Meflpunkte der Multi-Analy- 
sen-OberflSche des Tragers plaziert werden, indem zura Beispiel 
der Trager unter einer Oder raehreren parallel angeordneten Dusen 
entsprechend dem Takt der dosierten Flussigkeit und entsprechend 
dem vorgegebenen Raster bewegt wird. Ebenso kann auch die Dosier- 
vorrichtung beispielsweise aus raindestens einer Diise uber dem 
Trager entsprechend dem Takt der dosierten Flussigkeit und 
entsprechend dem vorgegebenen Raster bewegt werden. 

Es kdnnen mit diesen Techniken. falls erf orderlich, verschiedene 
Reagentien und/oder einzelne Zellen an die vorgegebenen Orte 
(= Meflpunkte) auf der Trageroberf lache plaziert und zur Reaktion 
gebracht werden. Von Vorteil ist, dafl bei den-erf indungsgemafi 
15 bevorzugten kleinen Volumina im Bereich von einigen Nanoliter bis 
zu wenigen Mikroliter eine Vermischung der Reaktanten durch 
Diffusion sehr rasch eintritt, so dafl eine besondere mechanische 
Mischvorrichtung nicht notwendig ist. Es kdnnen auch vor der 
Zugabe von Flussigkeitstrdpf chen zur Durchfuhrung der eigentli- 
20 chen Analyse gewisse Liganden, z. B. Proteine oder Nucleinsauren, 
auf dem Trager in adsorbierter oder chemisch gebundener Form vor 
der zudosierung der Meflproben und der Reagentien bereits vorlie- 
gen. 

25 Weitere vorteile der erf indungsgemaSen Trager sind die Einsparung 
an Substanzen wie beispielsweise an zu testenden Cheraikalien, an 
Enzymen, an Zellen oder sonstigen Reaktanten. an Zeit durch eine 
weitere Steigerung gegebenenf alls automatisierter paralleler 
Reaktionsansatze. an Platz- und Personalbedarf . durch eine 

30 weitere Miniaturisierung der Reaktionsansatze und dadurch letzt- 
lich auch an Geld. 

Die auf den Tragern abgelegten Trdpfchen konnen auch in Form von 
Geltr&pfchen auf den Trager aufgebracht werden. die sich gegebe- 
35 nenfalls anschlieflend verfestigen und so die Verdunstung der 
Reaktionsf lussigkeit verringern. 

Die Verdunstung der Reaktionsf lussigkeit (siehe Nummer 3 in den 
Figuren 3 und 4) kann auch durch Oberschichtung mit einer 
40 hydrophoben Flussigkeit (siehe Nummer 4 in den Figuren 3 und 4). 
wobei die hydrophobe Beschichtung oder Beschichtungen wie ein 
Anker wirken. verringert werden (Figur 3 und 4). Bevorzugt zur 
Oberschichtung werden niedrigviskose 6le wie Silikonole verwen- 



det. 



45 
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Die Verdunstung kann auch durch Inkubation der Trager in einer 
nahezu wasserdampf gesattigten Atmosphare reduziert werden. 

Durch Kuhlung der Trager kann die Verdunstung ebenfalls reduziert 
5 werden. 

Es konnen einzelne der genannten Elemente zur Verminderung der 
Verdunstung verwendet werden Oder deren Kombinationen . 

10 Die erf indungsgemafien Trager eignen sich prinzipiell fur alle 
heute in Mikrotiterplatten durchgef uhrten Analysenmethoden, wie 
beispielsweise kolorimetrische, f luorimetrische Oder densitome- 
trische Methoden. Dabei konnen die Lichts treuung, Trubung, wel - 
lenlangenabhangige Licht absorption, Fluoreszenz, Lumineszenz, 

15 Raman- Streuung', ATR (= Attenuated Total Reflection), Radioaktivi- 
tat, Isotopenmarkierung, pH-Veranderungen oder lonenverschiebun- 
gen vorteilhaft alleine oder in Kombination genutzt und gemessen 
werden, urn hier nur einige der mog lichen Mefigrofien zu nennen. 

20 Als mogliche auf den erf indungsgemafien Tragem durchf uhrbare 
Analysenmethoden seien hier die Bindung von Antikdrper an Anti- 
gene, die Wechselwirkung zwischen Rezeptoren und Liganden, die 
spezifische Spaltung von Substratmolekulen durch Enzyme, die 
Polymerase -Kettenreaktion ( " PCR* ) , Agglutinationstests oder die 

25 Wechselwirkung zwischen verschiedenen oder gleichen Zelltypen wie 
Enzymassays, Titrationsassays wie Virustitrationsassays , Erythro- 
zyten- oder piattchenaggregationsasBays, Agglut inationsassays mit 
Latexkugelchen, ELISA- < = Enzyme-linked immunosorbent assay) oder 
RIA- {- Radioimmunoassay) genannt. 

30 

Die erf indungsgemafien Trager kc-nnen beispielsweise in der Diagno- 
stic in der Wirkstof f suchf orschung, in der kombinatorischen 
Chemie, ira Pf lanzenschutz , in der Toxikologie, im Umweltschutz 
beispielsweise bei cytotoxikologischen Tests, in der Medizin Oder 
35 der Biochemie eingesetzt werden. 

Die erf indungsgemafien Trager sind besonders fur das Massen- 
screening geeignet. 

40 Besonders geeignet sind die erf indungsgemafien Trager fur alle 
modemen bilderf assenden und bildauswertenden Analysensysteme . 

Die folgenden Beispiele dienen der weiteren Veranschaulichung der 
Erfindung, ohne sie in irgendeiner Weise einzuschranken . 

45 
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Beispiel 1 

Herstellung eines erf indungsgemaBen Tragers aus einem Glasobjekt- 
trager 

5 

Zunachst wurde der Glasobjekt trager mit einer 20%igen wassngen 
Ldsung eines sauren Reinigers (Reacalc®, Firma chemotec GmbH) in 
einem Oltraschalltauchbad 10 Minuten gereinigt. AnschlieBend 
wurde der Glasobjekt trager mit Wasser und danach mit absolutem 
10 Ethanol gespult und bei ca. 23 °C getrocknet. 

Mit einem Mikrostempel wurde auf dem hydrophilen Trager die 
hydrophobe Beschichtung in Form von hydrophoben Ringen (siehe 
Figur 1 bis 4) aufgebracht. Zur Aufbringung der hydrophoben 

15 schicht wurde eine l%ige Hexadecyl-trimethoxy-silanlosung in 

Isopropanol/H 2 0 (9:1) verwendet. Der in die Silanl6sung getauchte 
Stempel wurde kurz - ca. 5 sec. - auf den Trager gedruckt und 
anschlieBend wurde der Trager 15 Minuten bei 100 °C getrocknet. 
Uberschussige Silanl6sung wurde durch Eintauchen des Tragers fur 

20 ca. 1 Minute in Isopropanol/H 2 0 (9:1) von Trager entfernt. Es 
wurden zwei Typen von Stempeln zum Aufbringen von 12 bzw. 25 
MeBpunkten pro Quadratzentimeter verwendet. 
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Beispiel 2 

Protease-Inhibitor-Assay mit den erf indungsgemaBen Tragern 

Mit einem nach dem in Beispiel 1 beschriebenen Verfahren herge- 
stellten Trager wurde ein Protease-Inhibitor-Assay durchgef uhrt 



30 



in einer Kammer mit gr6Ber 9 5 % relativer Luf tf euchtigkei t wurden 
mit einem Mikro-Dosier system von der Firma Microdrop, 
Norderstedt. auf einem wie oben beschrieben hergestellten objekt- 
trager 96 Proben mit jeweils 100 nl einer Ldsung von Fluorescein- 
35 isothiocyanat-markiertem Casein (20 ug/ml) in 10 mM Tris/HCl-Puf - 
fer (pH 8.5) aufgebracht. Die Anordnung der Reaktionstr6pf chen 
erfolgte entsprechend der durch den stempel auf gebrachten. 
hydrophoben Bereiche (= Sperrschichten) in 8 Reihen und 12 
spalten in einem Raster von 2 x 2 mm. Die Breite der hydrophoben 
40 Ringe war jeweils 0,4 mm. 

AnschlieBend wurde je 1 nl verschiedener Protease-Inhibitoren in 
einer 1 mM Konzentration in 10 mM Tris/HCl-Puf fer (pH 8.5) mit 
dem Microdrop-Gerat zu den Reaktionsproben zugegeben. Die Zugabe 
45 erfolgte exakt in die vorher aufgebrachte f luoreszenzmarkierte 
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Caseinlosung. Als Kontrolle wurde ein Nanoliter 10 mM Tris/HCl- 
Puffer (pH 8,5) verwendet. 

Zum Schlu6 wurden 10 nl der Protease Trypsin in einer Konzen- 
5 tration von 10 mg/ml in Tris/HCl-Puf f er (pH 8,5) zur Reaktion 
gegeben . 

Die Reaktionstropf chen wurden anschliefiend zur Reduktion der 
Verdunstung entweder mit Mineraldl, Silikonol Oder mit Paraf * 
10 fin-6l, das mit dem Microdrop-Dosiersystem aufgebracht wurde, 
abgedeckt. 

Nach 30 Minuten Inkubationszeit wurde der Assay gemessen. Hierzu 
wurde von der Obj ekttragerunterseite mit Hilfe eines Invert- 
15 Fluoreszenzmikroskops mit linear polarisiertem Licht im Bereich 
von 4 50 bis 4 85 nm Fluoreszenz angeregt und im Bereich von 515 
bis 530 nm detektiert. Zur Detektion diente eine kuhlbare CCD- 
Kamera mit vorgeschaltetem motorisch drehbarem Polarisationsf il - 
ter. 

20 

Es wurde die Anisotropic der Polarisation der Caseinmolekule nach 
folgenden Gleichungen bestimmt: 



A _ Isenkrecht ~ Iparallel (I) 

25 I S en)crecht + 2 X Iparallel 

p = Iaenkrech t ~ ^parallel (II) 

Isenkrecht + ^parallel 
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hierbei bedeutet: 



A die Anisotropic 

P die Polarisation 

35 Iparaiiei die gemessene Intensity t des Fluoreszenz-Lichtes bei 

einer Polarisation parallel zur Polarisation des Anre- 

gungslichtes und 
Isenkrecht die gemessene Intensitat des Fluoreszenz-Lichtes bei 

gekreuzten Polarisationsf iltern 
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Die Anisotropie ist ein Mafi fur die rotatorische Diffusions - 
konstante von Molekulen und kann als Ma& zur Abschatzung der 
hydrodynamischen Molekulgroflen eingesetzt werden (G. Weber, 
Biochemie, Vol- 51, 1952, 145 - 155). 
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Wurde das Fluorescein-isothiocyanat-markierte Protein von der 
Protease gespalten, so wurde eine Polarisation im Bereich von 50 
bis 75 x 10° gemessen. Wurde die Protease Trypsin inhibiert, so 
wurde eine Polarisation grofier 150 x 10"* gemessen. 

Zur parallel en Auswertung aller 96 Reaktionsansatze wurde mit 
einem Objektiv aus einer Stereo-Lupe das gesamte Meflfeld mit den 
96 MeBpunkten gleichzeitig erfaflt und mit einem Bildverarbei - 
tungsprogramm ausgewertet. 

Beispiel 3 

Protease-Inhibitor-Assay mit 1536 parallelen MeBpunkten 

15 es wurde ein Trypsin- Inhibitorassay wie unter Beispiel 2 

beschrieben mit 1536 parallelen MeBpunkten auf der GroBe einer 
Mikrotiterplatte (siehe Figur 2) durchgef uhrt . 
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Patentanspruche 

1. Fester Trager fur analytische MeSverf ahren, der im wesentli- 
5 chen aufgebaut ist aus einem inerten festen Tragermaterial, 

auf dem hydrophile MeBbereiche, die gegebenenf alls mit einer 
Oberf lachenladung versehen sind, durch mindestens eine hydro- 
phobe Beschichtung voneinander getrennt sind, wobei auf dem 
Trager grdBer oder gleich 10 MeBpunkte pro cm 2 aufgebracht 
10 sind. 

2. Fester Trager nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , dafl 
die hydrophilen MeBbereiche durch mindestens eine durchge- 
hende hydrophobe Beschichtung voneinander getrennt sind. 

15 

3. Fester Trager nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
die auf dem Trager auf gebrachten hydrophilen MeBbereiche 
durch unterbrochene hydrophobe Bereiche voneinander getrennt 
sind. 

Trager nach den Anspruchen 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, 
daB man als Tragermaterial Glas, Keramik, Quarz, Metall, 
Stein, Kunststoff, Gummi, Silicium oder Porzellan verwendet . 

25 5. Trager nach den Anspruchen 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, 
daB man ein transparentes Tragermaterial ausgewahlt aus der 
Gruppe Glas, Quarz, Silicium oder Kunststoff verwendet. 

6. Verfahren zur Herstellung eines Tragers gemafl den Anspruchen 
3 0 1 bis 5/ dadurch gekennzeichnet, daB man den Trager mit min- 

destens einer hydrophoben Beschichtung versieht una die hy- 
drophilen MeBbereiche mittels Mikrolithographie - , Photoatz-, 
Mikrodruck- oder Mikrostempeltechnik aufbringt. 

35 7. Verfahren zur Herstellung eines Tragers gemafl den Anspruchen 
1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB man einen hydrophilen 
oder hydrophilisierten Trager mittels Mikrolithographie-, 
Photoatz-, Mikrodruck- oder Mikrostempeltechnik in der Weise 
mit mindestens einer hydrophoben Beschichtung versieht, daB 

40 voneinander getrennte hydrophile MeBbereiche entstehen. 

8. -Verfahren zur Herstellung eines Tragers nach Anspruch 6 oder 
7, dadurch gekennzeichnet, daB man in den hydrophilen MeBbe- 
reichen des Tragers zusatzlich eine oberf lachenladung auf - 
45 bringt. 



WO 98/03257 ^ PCT/EP97/03571 

9. Analytisches MeBverf ahren, dadurch gekennzeichnet, daS man 

auf einem Trager gemaB den Anspruchen 1 bis 5 flussige Analy- 
senproben, die gegebenenf alls rait einer hydrophoben Schicht 
abgedeckt werden konnen, in den hydrophilen MeBbereichen auf - 
bringt und analysiert. 



10, 



10 

11. 



15 12. 



Analytisches MeBverf ahren nach Anspruch 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man die analytische Messung in nahezu wasser- 
dampfgesattigter Atmosphare durchfuhrt. 

Analytisches MeBverf ahren nach Anspruch 9 oder 10, dadurch 
gekennzeichnet, daB man die analytische Messung unter Kuhlung 
des Tragers durchfuhrt. 

Verwendung eines Tragers gemaB den Anspruchen 1 bis 5 in der 
Diagnostic in der Wirkstof f suchf orschung, in der kombir.ato- 
rischen Chemie, im Pf lanzenschutz ; in der Toxikologie oder im 
Umweltschutzbereich. 
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